山 樱 花 品 种 间 花 色差 异 的 代谢 组 学 研究 
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摘要 : 山 樱 花 是 世界 著名 的 观 花 类 植物 ， 花 色 是 其 最 重要 的 观赏 特征 。 为 探究 影响 山 樱花 咒 
种 间 花 色差 异 的 代谢 通路 及 关键 代谢 产物 变化 ， 该 文 利用 LC-MS/MS 技术 对 白色 、 绿 色 和 
粉色 的 山 樱花 品种 进行 花 青 素 靶 向 代谢 组 学 比较 分 析 。 结 果 表 明 : CD 共 检 测 到 42 种 花 青 
素 物质 ， 主 要 包含 矮 牵 牛 素 、 飞 燕 草 素 、 黄 酮 类 化 合 物 、 锦 葵 色 素 、 芍 药 花 素 、 矢 车 菊 素 、 
天 等 葵 素 和 原 花 青 素 8 种 物质 。 CO 差异 代谢 花 青 素 25 种 ，11 种 下 调 ，14 种 上 调 ， 其 中 
i7 种 花 青 素 在 粉色 花 关 中 显著 富 集 。 G) KEGG 通路 注释 发 现 差 异 代 谢 物 在 花 青 素 生 物 
合成 通路 中 显著 富 集 ; 结合 聚 类 结果 发 现 然 牵 牛 素 -3-O- 葡 萄 糖苷 是 山 樱花 品种 间 花 色差 异 
产生 的 关键 代谢 物 。 该 文 用 代谢 组 学 揭示 了 山 樱花 花色 差异 的 代谢 机 理 ， 为 后 续 山 樱花 花 : 
分 子 调控 机 制 研究 提供 一 定 的 理论 依据 ， 也 为 新 品种 花色 改良 和 选 育 提供 一 定 的 科学 参考 。 
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Metabolome analysis of the differential flower color of 


R 


Prunus serrulata cultivars 


YE Qi!?, PAN Jingyil2, ZHANG Ming!”, YI Xiangui!?, WANG Xianrong!?, LI Meng!?* 

(1. Co-Innovation Center for Sustainable Forestry in Southern China, Nanjing 210037, China; 2. College of Biology 
and the Environment, Nanjing Forestry University, Nanjing 210037, China) 

Abstract: Oriental cherries are famous ornamental plants worldwide. Floral coloration is the most 
prominent trait of cherry. In order to analyzes the differences pathways and key metabolite in 
flower color between Prunus serrulata cultivars, we conducted a comparative analysis of 
anthocyanin metabolomics between white, green, and pink cherry cultivars using LC-MS/MS. The 
results were as follows: (1) A total of 42 anthocyanins were detected, mainly including petunidin, 
delphinidin, flavonoids, malvidin, peonidin, cyanidin, pelargonidin, and procyanidins. (2) 25 
anthocyanins were identified as differential metabolites, including 11 down-regulated and 14 
up-regulated; seven anthocyanins with higher abundance in the pink flower. (3) KEGG pathway 
annotation showed that the differential metabolites were significantly enriched in the anthocyanin 
biosynthesis pathway; The results of clustering showed that petunidin-3-O-glucoside was the key 
metabolite of different color P. serrulata cultivars. This study provides important insights into the 
metabolic mechanism of different flower colors in P. serrulata and a reference for novel color 
cultivars and variety breeding. 
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花色 对 植物 有 重要 的 生物 学 意义 , 是 园林 景观 中 衡量 树种 价值 的 重要 观赏 性 状 , 也 是 自 
然 进化 过 程 中 有 适应 意义 的 表 型 〈 戴 思 兰 等 ，2016) 。 近 年 来 ， 有 学 者 对 植物 花色 成 因 分 析 
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后 发 现 植 物色 素 种 类 和 含量 是 影响 花色 的 主要 因素 ( 李 想 等 ， 2019) 。 植物 色素 主要 分 为 类 
黄酮 、 类 胡萝卜 素 和 生物 碱 三 大 类 。 其 中 花 青 素 Canthocyanin) 属于 类 黄酮 (flavonoids) 
化 合 物 , 是 一 类 重要 的 植物 次 级 代谢 物 , 具有 强 抗 氧化 性 和 其 他 促进 健康 的 功能 (He & Giusti, 
20100 ， 是 木 本 植物 呈 色 多 样 性 的 重要 原因 ， 主 要 分 为 7 大 类 , 包括 芍药 色素 、 矢 车 菊 色 素 、 
飞 燕 草 素 、 计 药 色 素 、 矮 牵 牛 素 和 锦 蔡 色 素 等 .樱桃 (Pyrwras pseudocerasus )( Guo et al., 2018)、 
玫瑰 (Rosa rugosa) (Sheng et al., 2018) 和 血红 杜 鹏 (Rhododendron sanguineum) (Ye etal., 
2021) 等 物种 的 花色 均 证 实 和 花 青 素 有 关 。 代谢 组 学 通过 代谢 物 的 动态 变化 趋势 来 明确 代谢 
物 与 生理 变化 之 间 的 对 应 关系 〈Fiehn, 2002) 。 其 中 靶 向 代谢 组 学 基于 已 知 的 标准 品 检测 ， 
检测 数据 准确 可 靠 性 高 ， 被 广泛 应 用 于 植物 花色 及 花 青 素 相 关 研 究 中 (Zhang et al., 2020; Yi 
etal,2021) . Yue 5$ (2019) 通过 代谢 组 学 研究 长 简 石 蒜 花 不 同 生长 发 育 阶 段 花 色 形 成 的 
调控 网 络 。Jiao 等 (2020) 也 应 用 代谢 组 学 来 前 明 烟 草 中 粉 花 突 变 体 的 具体 形成 机 制 。 但 目 
前 对 于 观 花 类 木 本 植物 的 花色 仍 在 不 断 的 研究 。 近 年 来 , 有 关 花 瓣 的 呈 色 机 制 一 直 是 生物 学 
研究 的 热点 , 植物 色素 种 类 和 含量 是 颜色 多 样 化 的 重要 因素 (Han etal., 2020; Fu et al., 2021; 
Lu et al., 2021) 。 

PRIE (Prunus serrulata) 是 楼 属 植物 全 国 分 布 最 广泛 的 种 ， 我 国 华中 、 华 东 、 华 北 、 
华西 和 东北 辽宁 均 有 分 布 ， 萌 鲜 半岛 和 日 本 也 有 记录 (Iwatsuki, 2001; Li & Bruce, 2003; E 
贤 荣 ，2014; Yi et al., 2020a; ) 。 该 物种 对 不 同 的 地 热 条 件 适 应 性 强 ， 花 条 为 单 为 的 白色 或 淡 
粉色 〈 刘 志雄 等 ，2010) 。 山 樱花 各 部 分 性 状 变化 较 大 ， 花 色 变 异 丰 富 ， 是 许多 观赏 类 樱花 
品种 杂交 培育 的 亲本 ， 也 是 非常 重要 的 观 花 类 种 质 资 源 (Yi et al., 2020b) 。 以 山 樱 花 作为 
展 好 的 亲本 ,开发 和 选 育 了 多 种 天 然 和 人 工 杂交 品种 (Ma et al., 2009) ， 其 种 下 载 培 品 种 据 
统计 中 国共 有 45 个 (Yi etal., 202000 。 目 前 关于 山 樱 花 的 研究 主要 集中 在 系统 分 类 (Baek 
et al., 2018; Cho & Kim, 2019; Zhu et al., 2019) 、 亲 缘 地 理 〈 伊 贤 贵 ，2018) 以 及 离 体 组 织 培 
养 〈 李 蒙 ，2013 ) 等 方面 。 花 色 是 樱花 的 重要 观赏 性 状 ， 但 关于 山 樱花 品种 花色 变异 相关 的 
代谢 途径 及 调控 机 制 的 研究 仍 是 一 片 空白 。 

山 樱花 种 系 下 的 品种 ' 普 贤 象 ' (Prunus serrulata *Albo-rosea^) ~ BÆ? (Prunus serrulata 
*Grandiflora) 和 :永源 村” (Prunus serrulata “Eigeng’”) 均 为 重 办 品种 ， 但 花色 差异 较 大 ， 朱 
WES (20200 通过 SSR 指纹 图 谱 分 析 证 明 两 个 品种 在 分 子 水 平 上 有 较 近 的 亲缘 关系 。 本 大 
E RRE m EAR MRE m E AAR R, AAE mA KESE AR R, E e 
IL 代谢 组 学 探究 不 同 花 色 的 差异 呈 色 物质 ， 拟 研究 一 下 科学 问题 : 〈1) 不 同 花 色 的 山 樱花 品 
o 种 主要 包含 哪些 花 青 素 类 代谢 物 ; O20 对 品种 间 差 异 显著 的 代谢 物 及 差异 代谢 通路 进行 得 

选 ,分 析 品 种 间 花 色差 异 产生 的 可 能 原因 。 为 后 期 樱花 品种 花色 分 子 调控 的 相关 研究 提供 
定 的 理论 支持 。 


1 材料 与 方法 


1.1 试验 材料 
实验 样品 选 定 为 白色 樱花 :永源 村 (Prunus serrulata *Eigeng', white flower, WF) ， 绿 

CERE BEA (Prunus serrulata *Grandiflora' , green flower, GF) IUE) € E HAR (Prunus 
serrulata *Albo-rosea', pink flower, PF) . IRM EK E 22 083 A SUR 7E LL PEE pl VC US [E 

(118°02'82" E, 32*047741" N) . Wi (20200 的 方法 取样 ， 选 择 生 长 势 一 致 ， 无 
病害 管理 统一 的 樱花 树 三 棵 (每 个 品种 各 一 棵 ), 在 2021 4E 3 月 采集 盛 花期 的 花瓣 样品 (图 
D 。 样 品 采集 时 从 树 体 东 、 西 、 南 、 北 四 个 方位 各 采集 5 g 花 闪 样品 后 混 匀 ， 每 个 品种 采 
集 3 个 生物 学 重复 用 于 代谢 组 学 测序 分 析 。 取 样 后 将 花瓣 样 品 装 入 锡 箱 纸 中 并 在 液 氮 中 人 处理 
30 min， 随 后 放置 于 -80 "C 的 冰箱 保存 用 于 后 续 靶 向 代谢 组 学 分 析 。 
1.2 花瓣 表 型 及 生理 指标 分 析 


Li 


参考 向 秋 虹 


片 切 取 花 被 片 基部 薄片 置 于 超 纯 水 中 ， 夹 取 薄 片 放置 于 载 玻 片 上 制备 成 临时 装 片 ,在 光学 显 


(2019) 的 方法 并 上 略 做 修改 ， 取 三 个 品种 的 花 斩 进行 徒手 切片 观察 。 用 单刀 


微 镜 下 观察 花瓣 


表皮 细胞 色素 分 布 情况 。 


叶绿素 提取 参考 Li 等 (2021) 的 方法 并 略 做 修改 ， 称 取 0.1 g 鲜 样 ， 加 入 到 15 mL 的 
95% 乙 醇 中 ， 黑 上 暗 避 光 条 件 下 浸 提 过 夜 ， 直 至 材料 全 部 退 绿 ， 得 到 叶绿素 提取 液 。 使 用 可 见 
分 光 光 度 计 测定 提取 液 在 663 nm 及 645 nm 的 波长 下 的 吸光 值 。 叶 绿 素 含量 计算 公式 如 下 。 


叶绿素 含量 


(mg'g!) =CitCb; Ci=13.95xA6es-6.88xA6s: Ch=24.96x4649-7.32x4665。 


花 青 素 提 取 参 考 Li 等 (2021) 的 方法 并 略 作 修改 ， 称 取 0.1 g 样品 ， 加 入 600 uL 的 1% 
HCl- 甲 醇 溶液 C199HCL, mv) 在 4 CC 中 提取 2h。 之 后 加 入 400 uL 蒸馏 水 和 氯仿 ，12 000 g 


离心 10 min， 取 上 清 液 ， 测 定 4530 和 46s7 的 吸光 值 。 


花 青 素 含量 


1.3 样品 制备 及 代谢 物 提取 

基于 超 高 效 液 相 色 谱 - 串 联 质谱 系统 (UPLC-MS/MS)〉 进行 靶 向 代谢 组 学 上 
真空 冷冻 干燥 ， 研 麻 成 粉 未 (30 Hz, 1.5 min) ，-80 CHF. W 50 mg 粉末 称 重 
甲醇 /水 /盐酸 (500:500:1, v/v/v) 提取 。 随 后 将 提取 液 涡 旋 5 分钟， 超声 5 min, 在 4°C 下 
12 000 g 离心 3 min。 在 相同 条 件 下 重复 上 述 步骤 再 次 提取 残 漆 。 收 集 上 清 液 ， 经 微 孔 膜 过 
滤器 (0.22 um, Anpel) 过 滤 样 品 ， 后 续 使 用 LC-MS/MS (SCIEX, QTRAP 6500+) 进行 分 


(mg -gl ) = Cx 提取 总 量 /样品 鲜 重 x1000， 式 中 C=453o-0.24x46s7。 


"Eid 


LU p 样品 
用 0.5 mL 


析 。 混 合 标准 浴 液 作为 质 控 样 本 ， 每 个 是 个 检测 分 析 插 入 一 个 质 控 样 本 〈QC) 用 于 检测 仪 


lae AS AE TE. 


I. 液 相 条 件 包括 : 


TH: 超 纯 水 〈0.1% 甲 酸 ) ; 流动 B 相 : 甲醇 
B fH, 6-12 min 增 至 50%, 12-14 min 增 至 95%,， 保持 2 min, 14 min KZ 5%, 平衡 2 min; 


1.4 靶 向 花 青 素 代谢 组 测定 
花 青 素 提取 基于 Ferrars 等 (2014 ) 的 方法 。 数 据 采 集 仪 器 包括 使 用 超 高 效 液 相 色谱 (ultra 
performance liquid chromatography, UPLC ) 和 串联 质谱 (tandem mass spectrometry, MS/MS). 


(1) ACQUITY BEH C18 1.7 um, 2.1 mmx100 mm 的 色谱 柱 ;，(2) 流动 A 
(0.196 REO ; (3) 洗 脱 梯度 设 定 为 0-6 min 596 


(4) 流 速 0.35 mL 每 分 钟 ; 柱 温 40 9C; 进 样 量 2 uL ,质谱 条 件 包括 : 电 喷雾 离子 源 Celectrospray 


T ionization, ESI) 温度 550 *C， 正 离子 模式 下 质谱 电压 5500 V, AAA (curtain gas, CUR) 


35 psio Œ Q-Trap 6500+ 中 ， 每 个 离子 对 是 根据 优化 的 去 簇 电 压 (declustering potential, DP) 
和 磁 撞 能 (collision energy, CE) 进行 扫描 检测 。 


1.5 数据 分 析 


基于 标准 品 构建 的 MWDB (metware database) 数据 库 ， 对 质谱 检测 得 到 的 数据 进行 定 
性 分 析 。 相 对 定量 分 析 利 用 三 重 四 级 杆 质谱 的 多 反应 监测 模式 Cmultiple reaction monitoring, 
MRM) 分 析 ， 每 个 色谱 峰 的 峰 面 积 〈area) 代表 对 应 物质 的 相对 含量 ， 代 入 线性 方程 和 计 


算 公 式 ， 采 用 MultiQuant 3.0.3 软件 ， 最 终 得 到 所 有 样本 中 待 测 物 的 定性 定量 分 析 结 果 。 使 
用 R (https://www.r-project.org/)， 对 不 同样 本 间 代 谢 物 的 积累 模式 进行 聚 类 分 析 (HCA) 


及 主 成 分 分 析 PCA) 。 计 算 差 异 倍 数值 (fold_change) 及 P-value， 选 取 P-value <0.5 的 
代谢 物 为 差异 代谢 物 ， 并 将 差异 代谢 物 映 射 到 KEGG 数据 库 中 进一步 富 集 用 于 后 续 分 析 。 


计算 公式 如 下 。 
代谢 物 含量 


Cug'gT) = exVI000000/m. 


式 中 : c 是 样本 中 积分 峰 面积 代入 标准 曲线 得 到 的 浓度 值 (ng'mL-L) ， 亚 是 提取 时 所 
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用 溶液 的 体积 CALO ; m 是 称 取 的 样本 质量 Cg) 。 
2 结果 与 分 析 
2.1 花 办 表 型 及 生理 指标 分 析 


永源 寺 、 普 贤 象 和 郁 金 样品 盛 花期 花 泊 形态 如 图 1 所 示 ， 均 为 重 办 品种 ， 花 条 完全 开展 
日 表 观 色彩 差异 较 大 。 通 过 20 倍 光 学 显微镜 观察 花 关 上 表皮 的 显 微 结构 ， 白 色 花 办 上 表皮 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


无 明显 色素 沉积 (图 1: DO ; 而 粉色 花 泊 上 表皮 细胞 呈现 粉 紫色 (图 1: E) ， 可 能 是 花 青 
素 的 色素 沉淀 ; 绿色 花 办 上 表皮 呈现 绿色 (图 1: P 。 进 一 步 测定 品种 叶绿素 含量 后 发 现 ， 
郁 金 中 的 叶绿素 含量 远 高 于 其 余 两 个 品种 (图 2) ， 所 以 郁 金 呈现 绿色 的 主要 原因 是 叶绿素 
沉积 。 前 人 研究 表明 ， 花 青 素 在 植物 花色 中 起 到 关键 性 作用 (Wang et al., 2021)， 结 合 已 有 的 
表 型 和 生理 指标 ， 选 定 花 青 素 进 行 下 一 步 的 靶 向 代谢 组 学 检测 。 


^ 100 gum 


A. EHE; B. fie: C. 绿 花 ; D. 白花 显 微 结构 ; E. 粉 花 显 微 结构 ，F. 绿 花 显 微 结构 。 
A. White flower (WF); B. Pink flower (PF); C. Green flower (GF); D. Microstructure of WF; E. Microstructure of 


PF; F. Microstructure of GF. 


1 山 樱花 三 个 品种 的 花 表 型 及 显 微 结 构 


Fig.1 Flower phenotype and microstructure of three cultivars of Prunus serrulata 
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2 山 樱花 三 个 品种 的 花 青 素 及 叶绿素 含量 
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Fig.2 Anthocyanin and chlorophyll content of three cultivars of Prunus serrulata 


2.2 样本 主 成 分 分 析 


为 初步 分 析 样 本 间 花 色 的 代谢 组 差异 ， 对 样本 i 


成 分 分 析 Cprincipal component 


行 3 


analysis, PCA) 。 结 果 表 明 组 间 代 谢 物 分 离 趋势 明显 且 组 内 生物 重复 性 好 ， 与 表 型 结果 一 


致 ， 可 用 于 后 续 差异 代谢 物 的 分 析 (图 3) 。 其 中 在 第 一 主 


成 分 (PC1) 上 ，PF 与 其 余 两 组 


发 生 明显 分 离 ， 表 明 粉 红色 品种 存在 显著 的 差异 代谢 物 。 同 时 在 第 二 主 成 分 (PC2) 上 WF 
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发 生 明 显 分 离 , 表明 WF 与 其 余 两 组 代谢 表达 谱 差异 大 , 可 以 作为 对 照 组 进行 后 续 差 异 表达 
分 析 。 


6 分 组 Group 
c EHE WF 
á DE AG 
g 图 粉 花 PF 
2 
ee? 
— 0 
O 
A 
E 
州 2 ] 
1] 
E 
-4 4 e 
© 
26:4 


T 
-5 10 


0 
第 一 主 成 分 PCI (63.4290) 


图 3 山 樱花 三 个 花色 品种 主 成 分 分 析 〈PCA ) 
Fig.3 Principal component analysis (PCA) of three cultivars of Prunus serrulata 

2.3 代谢 物 分 析 

为 检测 不 同 品种 中 花 青 素 的 变化 规律 ， 通 过 UPLC-MS 平台 靶 向 测定 样品 中 的 花 青 素 ， 
每 组 进行 三 次 生物 学 重复 ， 并 对 其 进行 定性 定量 分 析 。 共 检测 到 42 种 花 青 素 化 合 物 ， 其 中 
包括 7 种 矮 牵 牛 素 (petunidin) 、6 种 飞 燕 草 素 (delphinidin) 、6 种 黄酮 类 化 合 物 (flavonoid )、 
1 种 锦 莹 色素 Cmalvidin) 、4 种 芍药 花 素 (peonidin) 、8 种 矢 车 菊 素 〈cyanidin) 、7 种 天 
竺 葵 素 (pelargonidin) 和 3 种 原 花 青 素 C(procyanidins) 。 对 代谢 物 进行 聚 类 〈 图 4) ， 可 以 
看 出 样品 组 内 生物 学 重复 性 较 好 ， 表 达 趋 势 一 致 。 组 间 整 体 分 为 3 i, AHI EPF 中 的 
表达 量 最 高 ， 簇 2 在 GF 中 表达 量 最 高 ， 色 块 分 布 有 显著 差异 ， 表 明 样 品 存在 显著 差异 。 
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所 车 菊 素 -3-O- 槐 精 苷 Cyanidin-3-0-sophoroside ' 3 
飞 燕 草 素 -3-O- 柔 布 双 精 苷 Delphinidin-3-O-sambubioside B 
飞 燕 草 素 -3-O- 葡 萄 精 苷 Delphinidin-3-O-glucoside 

芍药 花 素 -3-O- 基 香精 苷 Peonidin-3-O-rutinoside 
XSESER-5-(6-0-p-XE 8 giSt)- WIS hte Pelargonidin-3-O-(6-O-p-coumaroyD)-glucoside 
3535 4E3R-3-0-(6-O- 98 — B-/-D-I tit) Peonidin-3-0-(6-O-malonyl--D-glucoside) 
XStSER-3-0-3 ds URE Pelargonidin-3-O-sambubioside 

AApAGR-3-0- 3 ULBIEE Cyanidin-3-O-sambubioside 

矢 车 菊 素 -3-O- 木 楼 苷 Cyanidin-3-O-xyloside 

矢 车 菊 素 -3-O- 阿 拉 伯 精 苷 Cyanidin-3-O-arabinoside 

2525 1E 5-O- I S RETE Peonidin-3-O-glucoside 

X&se ^: 3 -5-O-DaE hir (EE Rit Petunidin-3-O-arabinoside. 

所 车 菊 素 -3-O- 葡 萄 精华 Cyanidin-3-O-glucoside 

A Ip AS REC-3-0-(6-O- pj — Bi-P-D- 86 Sj EE) Cyanidin-3-O-(6-O-malonyl-f-D-glucoside) 
XUGSERCG-O- SOS) BrtE Pelargonidin-3-O-glucoside 
XIERIC3-0-(6-0-Dj — Bik-P-D-8 Eit) Pelargonidin-3-O-(6-O-malonyl-f-D-glucoside) 
A IEASEECG-O-3E 38 Witt Cyanidin-3-O-rutinoside 

XCUGERCG-O-E RH Pelargonidin-3-O-rutinoside. 

CE dE SCRE-3-0- EL RIEF Delphinidin-3-O-galactoside 

矢 车 菊 素 -3.5-O- 二 葡萄 糖苷 Cyanidin-3,5-O-diglucoside 

CESESOGK--O- Hehe Delphinidin-3-O-sophoroside 

Mid A438 -3-0-5-0-(6-0-X] 8 S BE- A Rt Petunidin-3-O-5-O-(6-O-coumaroy])-diglucoside 
BUE RA2 Procyanidin A2 

kids ^3 3-O-3€ i URE Petunidin-3-O-sambubioside 

REEE R-3-0-(6-0-p-2t 8 GE RE)-WI SG SEE Petunidin-3-O-(6-O-p-coumaroy])-glucoside 
stb 3 3-0 ESLBETE Petunidin-3-O-galactoside 

HEE 3t-3-O- Wi Sj rtr Petunidin-3-O-glucoside 

A28 AE3C-3-0-(6-O- Pj — Bit--D- SI Sj Wit) Petunidin-3-O-(6-O-malonyl-/-D-glucoside) 
CERERI -3-0-(6-0-p3 - Bt--D- 85 Sj rte) Delphinidin-3-O-(6-O-malonyl--D-glucoside) 
FàHE3-7-0- WES EE Naringenin-7-O-glucoside 

eC R-3-0-E FR H-5-0-W tt Delphinidin-3-O-rutinoside-5-O-glucoside 

山 秦 项 -3-O- 蔡 香 糖 车 Kaempferol-3-O-rutinoside 


$1 clusterl 


4&2 cluster2 


jetz 36 -O- Wi kitr Quercetin-3-O-glucoside 

7525 4E3-3-0-3e f URE Peonidin-3-O-sambubioside 

JST Rutin 

3E 6 3-O-(6"- ZL ERE WI SERECE-5- EB FEE Malvidin-3-O-(6"-acetylglucoside)-5-glucoside 
KEW RK-3-0-HFLRE Pelargonidin-3-0-galactoside 

f SK Naringenin 

ROC SIAE) Dihydrokaempferol 

IUE B2 Procyanidin B2 

BOE SRBI Procyanidin B1 

X3 SE-3-0- D] hr (Er ite Pelargonidin-3-O-arabinoside 


4&3 cluster3 


图 4 山 樱花 三 个 花色 品种 聚 类 分 析 
Fig.4 Cluster analysis of three cultivars of Prunus serrulata 

2.4 差异 代谢 物 分 析 

基于 P-value <0.5 往 选 差异 花 青 素 代谢 物 (different anthocyanin metabolites, DAMs) ， 
差异 倍数 Cfold change) 表示 样品 间 代 谢 物 表达 量 的 比值 。WF 和 PF 间 存 在 25 种 DAMs 
(11 种 上 调 /14 种 下 调 ) ，WF 和 GF 间 存 在 19 $$ DAMs (8 种 上 调 /11 种 下 调 ) GF 和 PF 
共有 差异 代谢 物 25 种 (11 种 上 调 /14 种 下 调 ) 。 组 间 两 两 比较 后 ,筛选 出 11 种 共有 的 DAMs 
(图 5: AO ， 分 别 是 矢 车 菊 素 -3,5-O- 二 葡萄 糖 背 《〈cyanidin-3,$-O-diglucoside) 、 矢 车 菊 素 
-3-O- 阿拉 伯 糖 苷 〈cyanidin-3-O-arabinoside ) 、 矢 车 菊 素 -3-O- 葡 萄 糖苷 
Ccyanidin-3-O-glucoside) . EAS z&-3-O-z: WHA Ccyanidin-3-O-rutinoside) 、 矢 车 菊 素 
-3-O- 5k jg XX H 1f ( cyanidin-3-O-sambubioside ) . R Æ 4 K -3-O- X Wü d 
Ccyanidin-3-O-xyloside) . X^53€38-3-O-Z: f Bir Cpelargonidin-3-O-rutinoside) ~ PJE 
素 -3-0- "Hj 4j WE 1f ( peonidin-3-O-glucoside ) . K $ $ 3*& -3-O- ob X, WE dT 
(delphinidin-3-O-galactoside) 、 飞 燕 草 素 -3-O- 槐 糖苷 〈delphinidin-3-O-sophoroside ) 和 机 
皮 素 Cnaringenin) 。 

结合 具体 样品 的 分 组 情况 比较 各 组 中 代谢 物 定量 信息 发 生 的 差异 倍数 变化 ， 选 取 前 20 
种 代谢 物 绘制 差异 代谢 条 形 图 ， 由 图 S: B 可 知 在 WF 和 PF 的 差异 比较 中 ， 最 显著 上 调 的 
代谢 物 是 天 竺 葵 素 -3-O- 葡 萄 糖 背 Cpelargonidin-3-O-glucoside) ; 在 WF 和 GF 的 差异 比较 
中 ， 显 著 上 调 的 代谢 物 为 矮 牵 牛 素 -3-O- 葡 萄 糖苷 Cpetunidin-3-O-glucoside) ， 两 组 的 最 显著 
下 调 的 代谢 物 均 为 柚 皮 素 Cnaringenin) ; Æ PF 和 GF 的 比较 组 中 ， 显 著 上 调 的 代谢 物 是 矢 
车 菊 素 -3-O- 桑 布 双 糖 苷 ,显著 下 调 的 代谢 物 是 矮 索 牛 素 -3-O- 葡 萄 糖苷 ， 该 代谢 物 在 PF 中 显 
著 上 调 ， 可 能 是 花 锥 呈现 粉红 色 的 重要 差异 代谢 物 。 
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A. 差异 代谢 物 维 恩 图 ，B-D. 差异 代谢 物 条 形 图 ， 红 色 为 上 调 代 谢 物 ， 绿 色 为 下 调 代谢 物 。 
A. Venn diagram of differential metabolites; B-D. Bar chart of differential metabolites, red for up-regulated 


metabolites, green for down-regulated metabolites. 
5 山 樱花 三 个 花色 品种 差异 代谢 物 分 析 
Fig.5 Analysis on different metabolites of three cultivars of Prunus serrulata 

2.5 代谢 通路 分 析 

利用 KEGG 数据 库 对 差异 代谢 物 进行 注释 并 展示 。 将 筛选 出 的 差异 代谢 物 进一步 映射 
到 数据 库 中 并 绘制 通路 图 (图 6) 。42 种 DAMs 被 注释 到 7 个 代谢 通路 上 ， 分 别 是 花 青 素 
生物 合成 (anthocyanin biosynthesis) 、 异 类 黄酮 生物 合成 (isoflavonoid biosynthesis) ~ Æ 
黄酮 生物 合成 (flavonoid biosynthesis) 、 黄 酮 和 黄酮 醇 生 物 合成 Cflavone and flavonol 
biosynthesis) 、 次 级 代谢 产物 的 生物 合成 Cbiosynthesis of secondary metabolites) 、 生 物 代 
谢 (metabolic pathways) 、 共 两 烷 生 物 合成 〈biosynthesis of phenylpropanoids) 等 通路 。 本 
研究 主要 目的 是 探索 粉色 和 绿色 花 办 形成 的 相关 代谢 物 ， 有 大 量 研究 表明 , 粉色 花 办 形成 的 
主要 花色 素 是 花 青 素 〈 赵 君 等 ，2021) 。 在 本 研究 中 ，WF 和 PF 组 间 有 14 种 差异 代谢 物 在 
花 青 素 生物 合成 通路 中 显著 富 集 ( 占 比 77.78%), WF/GF 和 PF/GF 各 有 11 种 和 13 种 DAMs 
在 花 青 素 生 物 合成 通路 中 显著 富 集 ( 占 比 91.6% 和 76.47%) ， 在 通路 图 中 可 以 明显 发 现 花 
青 素 类 物质 在 粉 花 和 绿 花 中 合成 显著 上 调 , 该 结论 进一步 证 明 花 青 素 在 樱花 花色 的 合成 和 积 
累 中 的 重要 作用 。 
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图 6 山 樱 花 品 种 花 青 素 生 物 合成 通路 图 


Fig.6 Anthocyanin biosynthesis pathway map of Prunus serrulata cultivars 
3 讨论 与 结论 


大 量 研究 表明 ， 花 青 素 含量 差异 对 植物 色泽 有 直接 影响 ,本 研究 基于 代谢 组 学 技术 ,对 
山 楼花 不 同 品 种 花 斩 中 的 花 青 素 类 物质 进行 了 定性 定量 分 析 。 前 人 研究 表明 , 矢 车 菊 素 及 其 
衍生 物 广 泛 作 用 于 植物 红色 花瓣 中 (Khoo et al., 2017) ， 有 学 者 针对 香雪 兰花 办 中 的 花色 苷 
进行 测定 后 发 现 ， 红 色 系 品种 中 的 主要 化 合 物 为 矢 车 菊 素 (Liu et al., 2016) ; FITAS 
属 内 30 种 不 同 花 色 的 代谢 物 研 究 也 表明 红色 品种 中 矢 车 菊 素 的 含量 最 高 (Du et al., 2016) ; 


本 研究 针对 三 个 山 樱 花 品种 


检测 到 42 种 花 青 素 类 物质 ， 其 中 WFE, GF 和 PF 分 别 检测 出 


35、40、34 种 代谢 物 ， 在 WF 和 GF 种 ， 均 检测 到 了 矢 车 菊 素 ， 天 笠 获 素 和 矮 罕 牛 素 等 七 大 


类 花 青 素 物质 ，PF PREN 


MER. E PF 中 矢 车 菊 素 -3-O- 靶 香 糖 背 含 量 最 高 ， 在 GF 


中 矮 牵 牛 素 -3-(6-O-p- 对 香 豆 酰 )- 葡 萄 糖苷 [petunidin-3-O-(6-O-p-coumaroyD)-glucoside] 含 量 最 


高 ， 而 粉色 樱花 品种 中 矢 车 菊 素 


AM ER, Ed, pu^ 


L4 EE EB Ia] 


BA EA RER EEI S Cr EU SU RC ERE FH 


m 


步 探 完 山 樱花 不 同 花 色 形成 的 差异 代谢 物 ， 本 研究 通过 尸 值 筛选 得 到 11 种 关键 


的 结论 和 前 人 在 其 他 物种 中 的 研究 结果 相 一 致 , 表 


差异 代谢 物 ， 包 含 6 种 矢 车 菊 素 类 物质 ，2 种 飞 燕 草 类 物质 ，! 种 天 等 蔡 素 和 芍药 色素 ; R 


车 菊 类 物质 进一步 通过 甲 基 化 形成 了 其 衍生 物 矮 罕 牛 素 ， 矮 罕 牛 素 -3-0- 葡 苟 糖苷 更 是 在 粉 


色 花 办 中 显著 上 调 ， 可 能 是 呈 色 的 关键 代谢 物 。Wang 等 (20210. 在 红 花 花色 代谢 机 制 的 研 


究 和 Li 等 (2020) 关于 兰花 花瓣 呈 色 差异 的 研究 中 均 发 现 该 类 色素 在 差异 花色 品种 中 显著 


Ei. fi EB fS 


FERRO n IP XR tL A A 


E 下 调 的 趋势 〈 潘 新 怡 ，2021) ， 证 明 该 类 


色素 在 花色 素 合成 过 程 中 是 一 个 重要 的 代谢 分 支 , 也 证 实 本 研究 的 代谢 组 学 结果 有 一 定 的 合 
理性 。 通 过 转录 组 学 测序 发 现 ， 植 物 中 的 PAL，CHS 和 CHI 等 相关 结构 基因 的 表达 量 会 随 


基因 ， 目 前 该 基因 


着 植物 花色 变化 产生 差异 。 其 中 花 青 昔 合 成 酶 基因 〈ANS ) 是 花 青 素 合 成 途径 下 游 的 关键 酶 
E (Malus spectabilis) (H5, 20100 、 草 莓 (Fragaria ananassa) 


(Almeida et al., 2007) 和 桃 (Prunus persica?) (Ye et al., 2017) 等 植物 中 成 功 分 离 ， 并 证 实 
其 表达 量 高 低 是 影响 植物 花色 的 重要 因素 , 但 该 基因 尚未 在 山 樱花 品种 中 得 到 验证 。 由 于 不 
同 物种 间 的 色素 调控 机 制 和 结构 基因 具有 特异 性 ,并 且 通 路 间 存 在 相互 影响 及 竞争 关系 , 所 
以 为 了 探 明 山 樱 花 品 种 的 花 青 素 类 物质 和 下 游 结构 基因 之 间 的 关联 性 , 本 研究 后 续 仍 需 在 分 
子 层面 进一步 探索 。 

大 量 研究 表明 , 花 青 素 合成 通路 对 植物 花色 的 形成 有 重要 作用 , 分析 编码 花 青 素 合 成 从 

吉 构 基因 和 转录 因子 是 当下 的 研究 热点 ( 吴 雪 霞 等 ，2018) 。 本 研究 基于 KEGG 注释 共 富 

ESI 7 条 关键 代谢 通路 ， 其 中 花 青 素 生物 合成 通路 、 类 黄酮 合成 通路 ， 次 级 代谢 产物 合成 通 

名 三 条 代谢 通路 相对 富 集 。 其 中 大 量 代谢 物 显 著 富 集 在 青 素 生 物 合成 通路 中 , 表明 该 通路 可 

在 山 楼 花花 色 的 调控 中 发 挥 重要 作用 。 在 此 以 前 ， 李 玉 阔 (2020) FEER IE E RAR 

由 绿 转 红 的 生物 过 程 中 , 类 黄酮 生物 合成 通路 变化 差异 最 为 显著 ， 花 青 素 类 代谢 物 含量 也 在 

红色 成 熟 果实 中 显著 提升 ， 针 对 山茶 花 不 同 花 色 品种 进行 色素 种 类 及 含量 的 测定 后 同样 发 

现 , 花 青 素 生物 合成 途径 相关 的 矢 车 菊 素 和 矮 罕 牛 素 的 含量 在 红色 品种 中 显著 增加 (Fu et al., 

2021) ; 赵 君 等 (2021) 发 现 向 日 黄 的 紫色 茎 干 矢 车 菊 素 含量 远 高 于 白色 品种 ， 上 述 结论 均 

和 本 研究 结论 相 一 致 ， 认 为 花 青 素 合成 途径 在 组 织 呈 色 中 扮演 了 关键 角色 , 同时 该 结论 也 和 

植物 表 型 及 生理 研究 结果 相 吻 合 。 本 研究 初步 探索 了 花 青 素 在 樱花 花色 中 的 代谢 差异 , 在 代 

谢 层面 进行 了 一 些 初步 探索 , 但 未 对 其 他 典型 色素 例如 类 黄酮 进行 测定 ， 尚 不 明确 影响 樱花 

花色 的 具体 分 子 机 制 ， 在 之 后 的 研究 中 需要 进一步 联合 多 组 学 联合 研究 樱花 花色 呈 色 机 制 。 

本 研究 利用 生理 生化 及 靶 向 代谢 组 学 技术 检测 山 樱 花花 瓣 进 行 代谢 组 分 析 , 共 检测 到 了 

42 种 花 青 素 物质 ， 其 中 鉴定 出 11 种 共有 差异 代谢 物 并 在 KEGG 数 据 中 注释 ， 阐 明了 不 同 代谢 

物 在 花色 变化 中 的 表达 趋势 。 全面 解析 了 不 同 花 色 樱花 品种 形成 的 内 在 代 调 控 机 制 , 为 后 期 

樱花 花色 的 分 子 层面 调控 提供 参考 ， 并 对 樱花 新 品种 选 育 提供 一 定 的 理论 基础 。 
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